^wwrro 27 APR 20K ^ 32 > 66 3 
ft ^ .10/5326,- 

TW?ERNATIONALE PUB LIE E EN VERTU DU TRAI 




(12) DEMANDE I^ERN ATIONALE PUBLIEE EN VERTU DU TRAJT^E COOPERATION 

EN MATURE DE BREVETS (PCT) 




(10) Num£ro de publication Internationale 

PCT WO 2004/039983 A2 



(19) Organisation Mondiale de la Propria 
Intellectuelle 

Bureau international 

(43) Date de la publication internationale 
13 mai 2004 (13.05.2004) 



(51) Classification internationale des brevets 7 : C12N 15/63 

(21) Numero de la demand e internationale : 

PCT/FR2003/003188 

(22) Date de depot international : 

27 octobre 2003 (27.10.2003) 

(25) Langue de depot : francos 

(26) Langue de publication : francos 

(30) Donnees relatives a la priorite : 

0213474 28 octobre 2002 (28.10.2002) FR 

(71) Deposant (pour tous les £tats designes sauf US) : 
CENTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE SCI- 
ENTIFIQUE (CNRS) [FR/FR]; 3 Rue Michel -Ange, 
F-75794 Paris Cedex 16 (FR). 



(81) £ tats designes (national) : AE, AG, AL, AM, AT, AU, AZ, 
BA, BB, BG, BR, BY, BZ, CA, CH, CN, CO, CR, CU, CZ, 
DE, DK, DM, DZ, EC, EE, ES, FI, GB, GD, GE, GH, GM, 
HR, HU, ID, IL, IN, IS, JP, KE, KG, KP, KR, KZ, LC, LK, 
LR, LS, LT, LU, LV, MA, MD, MG, MK, MN, MW, MX, 
MZ, NI, NO, NZ, OM, PG, PH, PL, PT, RO, RU, SC, SD, 
SE, SG, SK, SL, SY, TJ, TM, TN, TR, TT, TZ, UA, UG, 
US, UZ, VC, VN, YU, ZA, ZM, ZW. 

(84) Etats designes (regional) : brevet ARIPO (GH, GM, KE, 
LS, MW, MZ, SD, SL, SZ, TZ, UG, ZM, ZW), brevet 
eurasien (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ, TM), brevet 
europeen (AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE, DK, EE, ES, FI, 
FR, GB, GR, HU, IE, IT, LU, MC, NL, PT, RO, SE, SI, SK, 
TR), brevet OAPI (BF, BJ, CF, CG, CI, CM, GA, GN, GQ, 
GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG). 

Declaration en vertu de la regie 4.17 : 

— relative a la qualite d'inventeur (regie 4.17. iv)) pour US 
seulement 



(72) Inventeurs; et 

(75) Inventeurs/Deposants (pour US seulement) : FUCHS, 
Robert, P., P. [FR/FR]; 6A, Rue Prosper Merimee, 
F-67100 Strasbourg (FR). BICHARA, Marc, Bernard 
[FR/FR]; 1 Rue Lamartine, F-67550 Vendenheim (FR). 

(74) Mandataires : CATHERINE, Alain etc.; Cabinet Harle 
et Phelip, 7 rue de Madrid, F-75008 Paris (FR). 



Publiee : 

— sans rapport de recherche internationale, sera republiee 
des reception de ce rapport 

En ce qui conceme les codes a deux lettres et autres abrevia- 
tions f se rejerer aux "Notes explicatives relatives aux codes et 
abreviations" figurant au dibut de chaque numero ordinaire de 
la Gazette du PCT. 



(54) title: method for inserting a nucleic acid of interest into a prokaryotic or eukaryotic cell 
*j by homologous recombination 

ft) (54) litre : procede pour inserer un acide nucleique d'interet dans une cellule procaryote ou 
00 eucaryote par recombinaison homologue 

On 

(57) Abstract: The invention concerns the use of a mutagenic agent blocking DNA replication in the cell for inserting in vitro a 
<0 nucleic acid of interest inside a predetermined nucleotide sequence present in a chromosome contained in a prokaryotic or eukary- 
^ otic cell, said nucleic acid of interest being, prior to its insertion, included in a DNA vector which replicates in said prokaryotic or 

eukaryotic host cell. 

fsJ 

(57) Abrege : Utilisation d'un agent mutagene bloquant la replication de 1'ADN dans la cellule pour inserer in vitro un acide 
nuclSique d'interet au sein d'une sequence nuclSotidique pre^6terminee pr6sente dans un chromosome contenu dans une cellule 
procaryote ou eucaryote, ledit acide nucteique d'interet 6tant, prealablement a son insertion, inclus dans un vecteur d'ADN qui se 
^ replique dans ladite cellule note procaryote ou eucaryote. 
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Procede pour inserer un acide nucleique 
d'interet dans une cellule procaryote 
5 ou eucaryote par recombinaison homologue 

DOMAINE DE L'INVENTION 

La presente invention se rapporte au domaine de I'insertion ciblee 
d'un acide nucleique d'interet dans une localisation choisie d'un acide 
10 nucleique g6nomique present dans un chromosome contenu dans une 
cellule procaryote ou eucaryote. 

ETAT DE LA TECHNIQUE 

La mise au point de techniques efficaces et reproductibles en vue 
15 de Tinsertion ciblee d'un acide nucleique d'interet a un endroit choisi de 
I'ADN d'un chromosome fait actuellement I'objet de nombreux travaux, 
en particulier de travaux relatifs a la mise au point de techniques de 
therapies g6niques cellulaires somatiques, qui visent a pr6venir ou traiter 
des pathologies humaines ou animates assoctees a un deficit d'origine 
20 g6netique. 

Ces techniques sont utiles pour traiter des deficits genetiques 
provoqu6s par la mutation du g6ne sauvage initial. On peut citer par 
exemple le gene cftr dont certaines mutations provoquent la maladie de 
la mucoviscidose , aussi designee fibrose kystique. 

25 Uinsertion ciblee d'un acide nucl6ique au sein d'un ADN 

chromosomique est 6galement utile dans le cadre de proc6d§s de 
production d'animaux transgeniques modeles, notamment afin d'etudier 
les effets physiologiques de la surexpression (animaux « knock-in ») ou 
au contraire du blocage de Texpression (animaux « knock-out ») d'un 

30 gene d'interet, notamment en vue de mettre au point de nouveaux 
medicaments. 

Differentes techniques d'insertion cibl6e d'un acide nucleique 
d'interet a un endroit precis et predetermine de I'ADN d'un chromosome 
sont d'ores et d6ja disponibles. De nombreuses techniques ont 6te 
35 detaillees notamment dans un article de revue de CAPECCHI (1989). 
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Par exemple. on a ctecrit des techniques d'insertion cibl6e d'ADN par 

recombinaison homologue par co-transformation de cellules avec deux 

vecteurs distincts, respectivement un vecteur contenant un gene de 

selection et un vecteur utilise pour la recombinaison homologue, ces 
5 techniques etant utilisees en particulier pour Interruption d'un g6ne cible 

(Reid etal, 1991). 

On a aussi decrit des systemes de recombinaison homologue a 

deux vecteurs, respectivement (i) un premier vecteur destin6 a etre 

integre dans le g§nome cible et fournissant un site unique de 
10 recombinaison homologue et (ii) un second vecteur comprenant la 

sequence d'interet £ inserer au niveau du site unique de recombinaison 

prealablement integr6 (brevet US N° 5,998, 144). 

D'autres travaux concernent des systemes de recombinaison 

homologue dans lesquels trois partenaires mol6culaires, respectivement 
15 (i) un fragment d'ADN donneur double brin, (ii) un premier ADN de liaison 

double-brin et (iii) un second ADN de liaison double brin (brevet 

americain N° 6,207,442). 

Utilisation de vecteurs r§tro-viraux pour r6aliser I'insertion cibl6e 

d'ADN par recombinaison homologue a egalement ete decrite (brevet 
20 americain N° 6,281,000), ainsi que ('utilisation de vecteurs comprenant 

deux genes marqueurs de selection, respectivement un marqueur de 

selection negative et un marqueur de selection positive (brevet americain 

N° 6,284,541). 

On connaTt aussi des techniques de recombinaison homologue qui 
25 tirent parti de la formation d'une structure du type triple helice d'ADN a 
Tendroit du chromosome prealablement choisi pour Hnsertion de I'ADN 
d'interet, comme cela est decrit notamment dans les brevets americains 
US N° 5,962,426 et US N° 6,303,376. 

On a aussi decrit des techniques d'insertion de g§nes comportant 
30 une 6tape de transfection des cellules cibles avec un vecteur qui ne se 
replique pas dans ces cellules, aussi appete « vecteur suicide », le 
vecteur suicide etant au pr6alable soumis a une exposition au 
rayonnement ultraviolet (Hinds et al., 1999). 

Toutefois, la pratique des techniques de recombinaison 
35 homologue ci-dessus, en vue d'inserer de maniere ciblee un acide 
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nucleique dans un chromosome, illustre le fait que les s6quences d'ADN 
d'interet exogenes transferees dans des cellules, en particulier des 
cellules eucaryotes, ne subissent des tenements de recombinaison 
homologue, avec les s6quences endogenes homologues de I'hote 
5 cellulaire, qu'S des frequences tres basses de recombinaison, ce qui 
n6cessite le recours £ la transfection, puis la s6lection, d'un tres grand 
nombre de cellules afin de produire au moins un clone de cellules 
recombinantes pour lequel la sequence d'ADN d'interet a effectivement 
et6 inseree & I'endroit choisi du genome. 
10 De plus, pour certaines des techniques ci-dessus, le ou les 

vecteurs d'ADN utilises pour r6aliser la recombinaison homologue n'est 
(ne sont) pas 6limin6 (s) de I'hdte cellulaire, ce qui entratne de nombreux 
inconv6nients, notamment du fait que ces vecteurs d'ADN comprennent 
en general des genes de selection consistant en des genes de 
15 resistance a divers antibiotiques, susceptibles de diffuser 
subsequemment dans I'hote procaryote ou eucaryote recombin6 . 

De fagon generate, les techniques de ciblage de genes dans les 
organismes eucaryotes superieurs se heurtent au fait que les 
6venements de recombinaison non homologue sont de 1000 a 100 000 
20 fois plus frequents que les 6v§nements de recombinaison homologue. 
L'absence de technique permettant d'augmenter efficacement la 
frequence de recombinaison homologue a orients les recherches vers le 
developpement de systemes d'enrichissement en clones recombinants 
homologues bases sur des selections gen6tiques dont I'objet est 
25 d'eliminer les clones recombinants chez lesquels se sont r6alis6s des 
6venements de recombinaison non homologue. Cependant, du fait de la 
frequence tres faible des 6venements de recombinaison homologue, et 
malgre la forte pression de s6lection exerc6e sur les clones cellulaires 
recombinants, il est souvent tres difficile d'obtenir les clones 
30 recombinants recherches, a fortiori de mantere reproductible. 

DESCRIPTION DE L'INVENTION 

Le demandeur s'est attach6 a mettre au point un proced6 
permettant Nnsertion cibl6e d'un ADN d'interet dans le chromosome 
35 d'une cellule, par recombinaison homologue, avec une haute frequence 
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des evenements de recombinaison homologue, et a Tissue duquel le 
vecteur porteur de la sequence d'interet a inserer de maniere ciblee, qui 
peut comprendre des sequences indesirables tels que des genes de 
resistance aux antibiotiques, est elimine. 
5 II est montre selon I'invention que la mise en contact d'un vecteur 

d'ADN comprenant un acide nucleique d'interet avec un agent mutagene 
qui cree, dans ledit vecteur d'ADN, des lesions susceptibles d'interferer 
avec sa replication dans la cellule, permet I'insertion ciblee, par un 
evenement de recombinaison homologue, de cet acide nucleique 
10 d'interet dans une localisation choisie dans le genome de ladite cellule, 
avec une haute frequence de I'evenement de recombinaison 
homologue. 

Simultanement, les parties du vecteur d'ADN, autres que I'acide 
nucleique d'interet qui est initialement inclus dans ce dernier, sont 

1 5 eliminees de la cellule hote procaryote ou eucaryote recombinee. 

Ainsi, selon I'invention, on a montre que I'utilisation d'un vecteur 
d'ADN comprenant un acide nucleique d'interet, ledit vecteur se 
repliquant dans les cellules procaryotes ou eucaryotes cibles, permet, 
lorsque ce vecteur d'ADN est traite avec un agent mutagene 

20 prealablement a I'etape de transfection dans les cellules, I'obtention 
d'une haute frequence d'evenements de recombinaison homologues 
aboutissant a I'insertion ciblee dudit acide nucleique d'interet a un endroit 
choisi du genome cellulaire. 

Sans vouloir etre lie par une quelconque theorie, le demandeur 

25 pense que la haute frequence des evenements de recombinaison 
homologue, et done la haute frequence d'insertion de I'acide nucleique 
d'interet dans le genome des cellules cibles, est due a la creation, au 
moment de la replication du vecteur d'ADN dans les cellules 
transferees, d'extremites d'ADN neosynthetise hautement 

30 recombinogenes. Ainsi, grace au traitement du vecteur d'ADN par I'agent 
mutagene, la replication du vecteur dans la cellule est bloquee au niveau 
des lesions provoquees par cet agent mutagene sur I'ADN du vecteur, ce 
qui aboutit a la production de fragments d'ADN nouvellement synthetise 
dont les extremites sont capables de se recombiner avec I'ADN cible 
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chromosomique, par des 6venements de recombinaison homologue non 
reciproque du vecteur vers le chromosome cible dans la cellule. 

C'est la raison pour laquelle les agents mutagenes selon 
I'invention sont choisis parmi les agents qui bloquent la replication de 
5 I'ADN dans la cellule procaryote ou eucaryote et qui cr6ent ainsi des 
structures recombinogenes au sein de I'ADN traite par lesdits agents 
mutagenes. 

Par structure recombinogene, on entend une ou plusieurs regions 
de I'ADN traite dans lesquelles la structure double brin de I'ADN est 

10 affectee, par exemple par creation d'un mesappariement des bases, ce 
qui inclut une eventuelle coupure de Tun des brins d'ADN. Ces structures 
recombinogenes d'ADN sont cr66es lors de Interruption de la synthese 
d'ADN du fait du traitement initial avec I'agent mutagene choisi et 
incluent de fagon non exhaustive des cassures simple brin, des breches 

1 5 simple brin ainsi que des cassures double brin. 

En particulier, il est montr6 selon Tinvention que la mise en contact 
du vecteur d'ADN comprenant un acide nucleique d'interet avec I'agent 
mutagene N-acetoxy-2-acetylaminofluorene (N-AcO-AAF) permettait 
Tinsertion cibl6e de cet ADN d'inter§t dans une localisation choisie de 

20 I'ADN d'un chromosome contenu dans une cellule, par recombinaison 
homologue non reciproque du vecteur vers le chromosome, avec une 
haute frequence d'occurrence de T6venement de recombinaison 
homologue. 

La fixation des molecules de N-AcO-AAF sur le polynucleotide 
25 comprenant I'ADN d'interet permet I'obtention d'6v6nements de 
recombinaison homologue non reciproque dans le sens du vecteur 
d'ADN vers le chromosome, avec une frequence qui peut etre superieure 
a 0,05 6venements de recombinaison homologue par cellule transfect6e. 

Uinvention a done pour objet I'utilisation d'un agent 
30 mutagene bloquant la replication de I'ADN dans la cellule pour insurer in 
vitro un acide nucieique d'interet au sein d'une sequence nucieotidique 
predeterminee presente dans un chromosome contenu dans une cellule 
procaryote ou eucaryote, ledit acide nucieique d'interet 6tant, 
prealablement a son insertion, inclus dans un vecteur d'ADN qui se 
35 replique dans ladite cellule hote procaryote ou eucaryote. 
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Un agent mutagene bloquant la replication de I'ADN dans la 
cellule englobe, selon I'invention, tout compose chimique naturel ou de 
synthese, ou encore un rayonnement ultraviolet (UV), dont I'activite de 
blocage de la replication de I'ADN peut etre determin6e par toute 

5 technique connue de I'homme du metier , par exemple la technique 
decrite par FUCHS (1984), qui utilise I'activite exonucl6ase 5'-> 3' de 
I'ADN polymerase du phage T4, laquelle est bloqu6e au voisinage des 
bases chimiquement modifiees. 

Avantageusement, I'agent mutagene est choisi parmi le N-AcO- 

10 AAF, les agents alkylants, le benzo(a)pyrene-diol-epoxyde (BPDE), ou 
encore un rayonnement U.V. 

Lorsque I'agent mutagene consiste en un rayonnement UV, I'ADN 
a traiter est avantageusement irradie par une source de rayons UV 
immediatement avant I'utilisation de cet ADN pour transfecter les 

15 cellules. Par exemple, I'ADN peut etre ajuste a la concentration de 
100pg/ml dans un tampon TE (pH 8,0) puis irradie a la temperature de 
20°C-25°C a la puissance de 1,8 J.m~ 2 .s" 1 e I'aide d'une lampe germicide, 
par exemple la lampe r6f6renc6e G8T5 (General Electric). 

Preferentiellement, I'agent mutagene est le N-acetoxy-2- 

20 acetylaminofluorene (N-AcO-AAF). 

Le compose N-AcO-AAF est connu dans Tetat de la technique en 
tant qu^gent mutagene. Le compose N-AcO-AAF a notamment ete 
utilise dans le cadre de travaux acad6miques relatifs e retude du 
mecanisme de reparation de TADN des cellules bacteriennes. Lorsque le 

25 compose N-AcO-AAF est mis en contact avec un plasmide bacterien qui 
est subsequemment transfecte dans des cellules 6' Escherichia coli, on 
observe une induction des m6canismes intracellulaires de reparation de 
TADN, lesquels par des etapes d'excision puis d'eiongation de I'ADN 
dive, permettent la survie du plasmide dans les cellules de E.coli 

30 (Schmid et al., 1982). 

II a aussi 6te montre que la frequence de certains 6venements de 
recombinaison homologue, du chromosome vers le plasmide, peut etre 
augmentee lorsque le plasmide est prealablement traite avec le N-AcO- 
AAF, dans un systeme cellulaire Escherichia coli. 



WO 2004/039983 




CT/FR2003/003188 



Ainsi, Luisi-DeLuca et al. (1984) utilisent un plasmide portant le 
gene lacY + dans un hote bacterien de phSnotype LacY" . Apres 
transformation de la cellule bacterienne par le plasmide, la majorite des 
bacteries transformees sont de phenotypes Lac". Les transformants Lac" 
5 obtenus proviennent d'un transfert de I'allele lacY" du chromosome vers 
le plasmide. 

Maher et al. (1990) avaient aussi montr6 que le N-AcO-AAF induit 
des 6venements de recombinaison homologue intrachromosomique 
entre des genes presents dans des cellules de souris, dans le cadre 
10 d'une etude acad6mique sur les mecanismes d'induction de cancers par 
des agents mutagenes. 

II a 6t§ montre pour la premiere fois selon I'invention qu'un agent 
mutagene tel que defini ci-dessus, en particulier le compose N-AcO-AAF, 
lorsqu'il est mis en contact avec un vecteur d'ADN r6plicatif comprenant 
15 un ADN d'interet ^ inserer de maniere ciblee dans le chromosome d'une 
cellule procaryote ou eucaryote, est capable d'induire un transfert de 
I'ADN d'interet dudit vecteur, qui peut etre par exemple un plasmide, vers 
le chromosome, et ceci avec une frequence tres 6levee des 6v§nements 
de recombinaison homologue non r6ciproques du polynucleotide vers le 
20 chromosome. 

^invention a done 6galement pour objet un proc6d6 pour inserer 
in vitro un acide nucl6ique d'interet inclus initialement dans un vecteur 
d'ADN, au sein d'une sequence nucl6otidique predetermine presente 
dans un chromosome contenu dans une cellule procaryote ou eucaryote, 
25 caracterise en ce qu'il comprend les 6tapes de : 

a) mettre en contact le vecteur d'ADN comprenant Tacide nucleique 
d'interet, et qui se replique dans ladite cellule procaryote ou 
eucaryote, avec un agent mutagene bloquant la r6plication.de I'ADN 
dans la cellule ; 

30 b) transferer des cellules procaryotes ou eucaryotes avec le vecteur 
d'ADN tel qu'obtenu a la fin de I'etape a) ; 

c) s6lectionner les cellules procaryotes ou eucaryotes pour lesquelles 
I'acide nucl6ique d'int6ret a ete int6gre dans la sequence 
nucleotidique pr6d§terminee. 
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De preference, le precede ci-dessus comprend en outre l'6tape 
suivante : 

d) selectionner, parmi les cellules procaryotes ou eucaryotes 
selectionnees a l'6tape c), les cellules dans lesquelles les sequences 
5 du vecteur d'ADN, autres que celles de I'acide nucieique d'interet, ont 
et§ eliminees. 

Avantageusement, le compose N-AcO-AAF est prepare par 
synthese chimique a partir du Nitrofluorene, selon des techniques 
connues de I'homme du metier, comme par exemple la technique decrite 
10 par LEFEVRE et al. (1978). 

Le Nitrofluorene de depart, ainsi que le compose N-AcO-AAF final, 
peuvent etre obtenus notamment aupr6s de la Societe AMERSHAM. 

On a montre selon I'invention, que la frequence des 6venements 
de recombinaison homologue non reciproque du vecteur d'ADN, par 
15 exemple un plasmide, vers le chromosome, augmente avec un nombre 
croissant de lesions ou de bases chimiquement modifiees provoquees 
par I'agent mutagene dans ledit vecteur d'ADN. 

Par exemple, on a montr6 selon I'invention que la frequence des 
evenements de recombinaison homologue non reciproque du vecteur 
20 d'ADN, par exemple un plasmide, vers le chromosome, augmente avec 
un nombre croissant de molecules d'agent mutagene, comme le N-AcO- 
AAF, fix6s sur ledit vecteur d'ADN. 

Ainsi, la frequence d'evenements de recombinaison homologue 
passe de 5,61 x 10" 4 pour dix molecules de N-AcO-AAF par molecule du 
25 vecteur d'ADN comprenant I'acide nucl6ique d'interet, a plus de 600 x 10" 
4 pour 67 molecules de N-AcO-AAF par molecule du vecteur d'ADN 
comprenant I'acide nucl6ique d'interet. 

Des frequences accrues de recombinaison homologue non 
reciproque du vecteur d'ADN vers le chromosome peuvent etre obtenues 
30 avec des rapports encore plus eieves de lesions de I'ADN ou de nombre 
de molecules d'agent mutagene, comme le N-AcO-AAF, par molecule 
dudit vecteur. 

Ainsi, le nombre de lesions de I'ADN ou de molecules d'agent 
mutagene par molecule du vecteur d'ADN comprenant I'acide nucleique 
35 d'interet peut depasser 1 00/1 . 
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Avantageusement, a l'6tape a) du proced§, la concentration finale 
de I'agent mutag6ne utilise est adaptee a la fixation d'au moins 10 
molecules d'agent mutagene par molecule du vecteur d'ADN. 
Pr6ferentiellement, la concentration finale de I'agent mutagene utilise est 
5 adaptee £ la fixation d'au moins 50 molecules de cet agent mutagene par 
molecule vecteur d'ADN. 

Selon I'invention, le nombre de molecules de I'agent mutagene, en 
particulier de N-Aco-AAF, par molecule du vecteur d'ADN comprenant 
I'acide nucleique d'interet est au minimum de 10/1 et peut aller au-dela 
10 del 00/1 , par exemple jusqu'a 200/1 . 

Avantageusement, le nombre de molecules de I'agent mutagene 
par molecule du vecteur d'ADN comprenant I'acide nucleique d'interet 
est compris entre 10/1 et 100/1, le rapport optimal nombre de molecules 
de I'agent mutagene/moiecule dudit vecteur d'ADN etant choisi en 
1 5 fonction de la frequence de recombinaison homologue non r6ciproque du 
vecteur vers le chromosome d6sir6e. 

Afin d'obtenir le rapport molaire desire agent mutagene/vecteur 
d'ADN, Thomme du m6tier peut faire varier (i) les concentrations relatives 
dudit agent mutagene et dudit vecteur qui sont mis en contact a T6tape 
20 a) du proc6de et/ou (ii) la duree de Tetape a) de mise en contact dudit 
agent mutagene avec ledit vecteur. 

De preference, pour un vecteur d'ADN donne, d'une taille donnee, 
on modifie le rapport molaire agent mutagene/vecteur d'ADN en faisant 
varier la dur6e de Tetape a) de mise en contact entre ledit agent 
25 mutagene et ledit vecteur. 

De meme, pour Tobtention d'un rapport molaire agent 
mutagene/vecteur donn6, on fait varier la dur6e de Tetape a) en fonction 
de la taille du vecteur d'ADN consider^, la duree de l'6tape a) 6tant 
d'autant plus longue que la taille du vecteur d'ADN est grande. 
30 L'homme du m6tier peut ais6ment determiner si, & la fin de l'6tape 

a) du proc6d6, le rapport molaire agent mutagdne/vecteur d'ADN d6sire 
a 6te atteint, selon des techniques conventionnelles. 

Par exemple, a la fin de I'etape a), une fraction aliquote du 
melange agent mutagene/vecteur est pr6levee et les molecules libres 
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d'agent mutagene sont eiimin6es, par exemple par precipitation de I'ADN 
puis filtration sur filtre de nitrocellulose. 

Puis, on determine respectivement le nombre de moles du vecteur 
et le nombre de moles d'agent mutagene fix6es sur ledit vecteur afin 
5 d'6tablir le rapport agent mutagene/vecteur qui a 6te atteint 

Le nombre de moles du vecteur d'ADN contenues dans la fraction 
aliquote peut etre classiquement determine par spectrophotom6trie UV £ 
la longueur d'onde de 260 nanometres. 

Le nombre de moles de I'agent mutag6ne fix6es sur ce vecteur 
10 d'ADN peut §tre determine par mesure de radioactivite, par exemple 
lorsque, pour les essais, on a utilise un agent mutagene marque avec un 
isotope radioactif, tel que 3 [H]. 

Une molecule d'agent mutagene se fixe sur une base du veteur. 
Le resultat peut done etre exprime en pourcentage de bases du vecteur 
15 d'ADN qui ont 6t6 modifi6es par r agent mutagene. 

Par exemple, on a determine selon I'invention, lorsqu'on a traite 
un vecteur, par exemple un plasmide, d'une longueur de 5000 paires de 
bases, que les rapports molaires agent mutagene/vecteur etaient 
respectivement de 13 (0,26% de bases modifi6es) pour une dur6e de 
20 retape a) de 4 minutes, 28 (0,36% de bases modifiees) pour une duree 
de 8 minutes, et 56 (1,12% de bases modifi6es) pour une duree de 20 
minutes, apres mise en contact de 60 pg du vecteur d'ADN en solution 
avec 1,2 pg de N-AcO-AAF. 

Pour la mise en oeuvre de retape a) du proc6d6, le vecteur 
25 comprenant I'acide nucieique d'interet est avantageusement en 
suspension dans un tampon salin, de preference un tampon citrate, 
eventuellement additionne d'6thanol. 

L'agent mutagene est en solution dans un solvant approprie. Dans 
le cas du N-AcO-AAF, on utilise de preference I'ethanol. 
30 Pour un essai donn6, I'homme du metier adaptera le rapport 

molaire agent mutagene/vecteur d'ADN, par de simples essais de 
routine, jusqu'& I'obtention de la frequence optimale d'evenements de 
recombinaison homologue recherchee. 

Par « vecteur d'ADN » au sens de la pr6sente invention, on 
35 entend une molecule d'ADN circulaire ou Iin6aire qui est indifferemment 
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sous la forme simple-brin ou double-brin, et qui se r6plique dans la 
cellule hote procaryote ou eucaryote dans laquelle ce vecteur d'ADN doit 
etre transfecte. 

De preference, le vecteur d'ADN selon invention est un vecteur 

5 susceptible d'etre replique dans un hote cellulaire choisi, par exemple 
une cellule bacterienne et encore plus specifiquement une cellule 
^Escherichia co//, afin d'en produire de grandes quantites dans les 
cellules hotes. Une fois que le vecteur d'ADN est obtenu en une quantite 
suffisante pour la realisation de I'etape de transfection dans la cellule 

10 hote choisie, ce vecteur est utilise cornme materiel de depart pour 
I'insertion cibl6e, dans le genome cellulaire, de I'acide nucieique d'interet 
qui est insert dans celui-ci. 

Un vecteur d'ADN pour la mise en ceuvre du proc6d6 selon 
I'invention comprend, outre I'acide nucieique d'interet, egalement au 

15 moins une origine de replication fonctionnelle dans la cellule hote dans 
laquelle il doit etre transfecte en vue de I'insertion cib!6e, par 
recombinaison homologue, de I'acide nucieique d'interet ins6re dans ce 
vecteur. Un vecteur d'ADN selon invention comprend 1, 2, 3, 4 ou 5 
origines de replications fonctionnelles dans la cellule hote dans laquelle il 

20 doit etre transfecte en vue de I'insertion cibiee de I'acide nucieique 
d'interet dans la cellule hote procaryote ou eucaryote choisie. 

Lorsque la cellule hote a transfecter est une cellule procaryote, par 
exemple une cellule hote bacterienne, et encore plus specifiquement une 
cellule de Escherichia coli t le vecteur d'ADN comprend au moins une 

25 origine de replication fonctionnelle dans cette cellule procaryote, par 
exemple une origine de replication fonctionnelle chez Escherichia coli. 

Lorsque la cellule hote a transfecter est une cellule eucaryote, par 
exemple une cellule hote de mammifere, et encore plus specifiquement 
une cellule humaine, le vecteur d'ADN comprend au moins une origine 

30 de replication fonctionnelle dans cette cellule eucaryote, par exemple 
une origine de replication fonctionnelle dans des cellules humaines. 

Avantageusement, un tel vecteur comprend aussi la sequence 
d'un gene marqueur, par exemple un gene de resistance aux 
antibiotiques, permettant la selection des cellules hotes, notamment des 

35 cellules hotes de E.coli, qui ont ete transferees avec ledit vecteur, ces 
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cellules transfectees permettent, par leur culture dans un milieu de 
culture approprie, Tobtention de grandes quantity du vecteur. 

Avantageusernent, un tel vecteur comprend aussi la sequence 
d'un gene marqueur fonctionnel dans la cellule hote dans laquelle on 
5 recherche Tinsertion de I'acide nucl6ique d'interet par recombinaison 
homologue, la detection de ('expression dudit g6ne marqueur permettant 
la selection positive ou negative des cellules hotes ayant 6te 
effectivement transfectees avec ce vecteur. 

Une premiere illustration preferee d'un vecteur constituant le 
10 vecteur d'ADN comprenant I'acide nucl6ique d'int6ret utilise selon 
Tinvention est le vecteur pCUL-lacZ :kan dont le proced6 de construction 
est decrit dans les exemples. 

Une seconde illustration pr6f6r6e d'un vecteur constituant le 
vecteur d'ADN comprenant I'acide nuc!6ique d'int6rdt utilise selon 
15 Tinvention est le vecteur pGT-rev1 dont le proced§ de construction est 
decrit dans les exemples. 

On peut aussi avoir recours d des vecteurs capables d'inclure de 
grandes sequences d'insertion. Dans ce mode de realisation particulier, 
on utilisera de preference des vecteurs de bacteriophage, tels que les 
20 vecteurs de bacteriophage P1, comme le vecteur p158, ou encore le 
vecteur p158/neo8 decrits par Sternberg (1992, 1994). 

Les vecteurs bacteriens pr6f6r6s selon Tinvention sont par 
exemple les vecteurs pBR322(ATCC37017) ou encore des vecteurs tels 
que pAA223-3 (Pharmacia, Uppsala, Suede), et pGEM1 (Promega 
25 Biotech, Madison, Wl, ETATS-UNIS). 

On peut encore citer d'autres vecteurs commercialises tels que les 
vecteurs pQE70, pQE60, pQE9 (Qiagen), psiX174, pBluescript SA, 
pNH8A, pNH16A, pNH18A, pNH46A, pWLNEO, pSV2CAT, pOG44, 
pXTI, pSG(Stratagene). 
30 II peut s'agir aussi du vecteur recombinant PXP1d6crit par 

Nordeen SK et al. (1988). 

II peut encore s'agir de vecteurs adenoviraux tels que Tad6novirus 
humain de type 2 ou 5. 

Un vecteur recombinant selon Tinvention peut aussi etre un 

35 vecteur retroviral ou encore un vecteur ad6no-associ§ (AAV). De tels 
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vecteurs ad6no-associ6s sont par exemple decrits par Flotte et al. 
(1992), Samulski et aL (1989), ou encore McLaughlin BA et al. (1996). 

Selon un autre mode de realisation du polynucleotide comprenant 
Tacide nucieique d'inter§t, le vecteur d'ADN est un ADN Iin6aire double 
5 brin. 

De mantere surprenante, on a montre que le procede selon 
invention permettait rinsertion cibl6e d'acides nucleiques de grande 
taille, sup6rieure & 1,5 kilobases. Cette caracteristique du procede de 
Tinvention est particuli6rement avantageuse, car elle permet notamment 
10 rinsertion cibl6e de sequences genomiques de genes entiers, avec 
toutes les sequences fonctionnelles presentes dans les introns des 
genes, qui ne sont pas retrouv6es par exemple dans TADNc 
correspondant. 

De manure g6n§rale, Tacide nucieique d'interet a insurer dans le 

15 genome de la cellule procaryote ou eucaryote inclus dans le vecteur 
d'ADN comprend au moins, respectivement a son extremite 5' et a son 
extremite 3', des sequences nucieotidiques ayant un haut degre 
d'identite, de preference sup6rieur a 99,5%, et encore mieux superieur a 
99,6%, 99,7%, 99,8%, 99,9% d'identite, sans facune ou « gap », avec les 

20 sequences correspondantes de TADN cible contenu dans le 
chromosome. De preference, ces sequences localis6es respectivement 
aux extremites 5' et 3' de 1'acide nucieique d'interet sont identiques aux 
sequences des extremites respectivement 5' et 3' de la sequence cible 
vis6e qui est presente dans le chromosome, afin d'accrottre encore la 

25 frequence des evenements de recombinaison homologue. Les 
sequences flanquantes localis6es respectivement aux extr6mit6s 5' et 3' 
de Tacide nucieique d'interet inclus dans le vecteur utilise pour la 
transfection comprennent au moins 100 paires de base, de preference 
au moins 300 paires de base successives identiques aux sequences 

30 cibles correspondantes dans le chromosome. Plus la taille des 
sequences flanquantes 5' et 3' est grande et plus la probabilite 
d'obtention d'une haute frequence de recombinaison homologue est 
6lev6e. De maniere gen6rale, on pr6fere des sequences flanquantes 
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ayant de 300 a 1500 paires de bases identiques avec les sequences 

cibles correspondantes natives dans le chromosome. 

Des sequences flanquantes homologues d'une longueur 

superieure a 1500 paires de bases peuvent aussi etre utilis6es. 
5 Selon un mode de realisation tout a fait pr6fer6 du proc6de, Tacide 

nucleique d'interet a insurer dans le genome, qui est Indus dans le 

vecteur d'ADN, comprend une sequence marqueur de selection. 

Preferentiellement, la sequence nucl6otidique marqueur de selection 

consiste en un gene marqueur de selection qui s'exprime dans la cellule 
10 hote procaryote ou eucaryote apr6s i'insertion ciblee, par recombinaison 

homologue, dudit acide nucleique d'interet £ I'endroit choisi du g6nome. 

Avantageusement, le gene marqueur de selection est choisi parmi : 

a) les genes marqueurs de selection fonctionnels chez E. coli , tels 
que les genes de resistance a I'ampiciline, la tetracycline, la kanamycine, 

1 5 le chloramphenicol ; 

b) les genes marqueurs fonctionnels dans les cellules de 
mammiferes, tels que les genes de resistance & la n6omycine ou a la 
zeocine. 

c) les genes marqueurs codant une proteine fluorescente telle 
20 qu'une GFP (« Green Fluorescent Protein ») ou YFP (« Yellow 

Fluorescent Protein »). 

Pour choisir un gene marqueur de selection approprie, I'homme 
du metier se r6f6rera avantageusement e Touvrage de Sambrook et al. 
(2001). 

25 Le gene marqueur de selection inclus dans Tacide nucleique 

d'interet permet ainsi aisement de realiser retape c) de selection du 
precede selon Tinvention. 

En effet, la sequence marqueur de selection incluse dans Tacide 
nucleique d'interet rend ais6e la selection des clones de cellules 

30 procaryotes ou eucaryotes initialement transfectees avec le vecteur 
d'ADN comprenant ledit acide nucleique d'interet, lesquelles cellules ont 
integre, par recombinaison homologue, ledit acide nucleique d'interSt, 
dans la localisation choisie de leur genome. L'evenement de 
recombinaison homologue non r6ciproque du vecteur vers le 

35 chromosome peut ainsi etre detecte par Tobservation du ph6notype des 
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cellules procaryotes ou eucaryotes recombin6es, (edit phenotype 6tant 
confers par Texpression du g6ne marqueur, par exemple pour la 
production d'une proteine marqueur cod6e par le g6ne marqueur. La 
. proteine marqueur peut etre une proteine de resistance d un antibiotique 
5 ou encore une proteine fluorescente. 

Selon un premier aspect pr6f6r6, I'acide nucteique d'interet qui est 
contenu dans le vecteur comprend un cadre de lecture ouvert codant une 
proteine d'interet therapeutique. La proteine d'inter§t therapeutique peut 
etre de toute nature. II peut s'agir par exemple d'une proteine choisie 
10 parmi les cytokines, les hormones ou encore les facteurs de croissance. 

, Parmi les cytokines, on peut citer notamment les Interleukines, 
tels que l'IL-1, l'IL-2, l'IL-3, l'IL-4, l'IL-5, l'IL6, l'IL-10 ou l'IL-12, ou encore 
d'autres facteurs cytokiniques tels que MG-CSF. 

Parmi les hormones, on peut citer notamment la LHRH. Parmi les 
15 facteurs de croissance, on peut citer notamment I'hormone de croissance 
humaine. 

La proteine d'interet therapeutique peut 6galement etre une 
proteine ou un peptide antig^nique susceptible, lorsqu'il est ptesente aux 
cellules du systeme immunitaire, d'induire la production d'anticorps a 

20 I'encontre d'un antig£ne, par exemple un antig£ne derive d'une bacterie 
ou d'un virus pathog6ne, ou encore induire la production de lymphocytes 
T-cytotoxiques sp6cifiques d'un antig^ne d6riv6 d'un organisme 
pathog6ne, tel qu'un retrovirus comme le VIH-1 ou le VIH-2 ou le virus de 
I'h6patite virale, ou encore de lymphocytes T-cytotoxiques specifiques 

25 d'antigenes tumoraux. 

De preference, selon ce premier aspect ptetere de I'acide 
nucleique d'interet, le cadre de lecture ouvert code pour une proteine 
d'interet therapeutique dont une surexpression est recherch6e dans la 
cellule hote. 

30 Selon un second aspect pr6ter6, I'acide nucleique d'interet 

comprend un cadre de lecture ouvert interrompu par une sequence 
nucteotidique h6terologue. Ce second aspect pr6f6r6 de ('invention est 
mis en oeuvre principalement lorsque I'insertion cibiee de I'acide 
nucleique d'interet vise e remplacer, dans le chromosome cellulaire, au 

35 moins une partie de la sequence d'un gene par ledit acide nucleique 
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tf interet, afin cTinterrompre la sequence sauvage native dudit gene dans 
le chromosome et bloquer ainsi son expression. Un tel acide nucleique 
comprend au moins, de I'extremite 5* vers I'extr6mite 3', (i) une premiere 
sequence nucleotidique identique £ une sequence du gene cible 
5 presente dans le chromosome, (ii) la sequence nucleotidique 
h6terologue et (iii) une seconde sequence nucleotidique identique a une 
seconde sequence du gene cible dans le chromosome. Les sequences 
nucleotidiques (i) et (ii) , du fait qu'elles sont identiques a des sequences 
correspondantes dans le chromosome, permettent de cibler insertion de 
1 0 I'acide nucleique d'interet dans ledit gene. 

Selon invention, la sequence nucleotidique het6rologue (ii) 
consiste en une sequence nucleotidique qui n'est pas naturellement 
presente dans i'ADN cible vise. 

On utilisera en particulier ce second aspect pr6f6r6 de I'acide 
15 nucleique d'interet de invention pour transfecter des cellules souches 
embryonnaires de mammif6res non humains, dans un procede de 
production d'animaux transgeniques dans lesquels le gene cible est 
interrompu et bloqu6 dans son expression (animaux knock-out). 

Selon ce second aspect pr6fer6, la sequence nucleotidique 
20 heterologue (ii) peut etre le g£ne marqueur d6fini pr6c6demment, tel 
qu'un gene codant pour une proteine de resistance aux antibiotiques ou 
encore une toute autre proteine detectable, telle qu'une proteine 
fluorescente comme la GFP(« Green fluorescent protein ») ou encore 
YFP (« Yellow fluorescent protein »), bien connues de I'homme du 
25 metier. 

Selon un troisieme aspect pref6r6, I'acide nucleique d'interet code 
pour un ARN antisens. On mettra en oeuvre ce troisieme aspect pref6r6 
de Tacide nucleique d'interet lorsque I'objectif recherche est d'inhiber 
I'expression d'une proteine codee par un gene cible, I'ARN antisens ainsi 
30 produit hybridant specifiquement avec I'ARN messager constituant le 
produit de transcription du g6ne dont inhibition de I'expression est 
recherchee. 

Selon un quatrieme aspect prefer6, le proc6de selon invention 
est utilise pour introduce une ou plusieurs mutations dans une sequence 
35 genomique d'une cellule procaryote ou eucaryote, par exemple une ou 
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plusieurs mutations ponctuelles correspondant chacune a la substitution 
d'une base dans la sequence genomique ciblee initiate de la cellule 
procaryote ou eucaryote. Selon ce quatrieme aspect prefere, I'acide 
nucleique d'interet inclus dans le vecteur d'ADN possede une sequence 

5 nucleotidique identique a celle de la sequence genomique ciblee, a 
I'exception de la ou des bases substitutes. 

De preference, selon ce quatrieme aspect prefere, les bases 
heterologues par rapport a la sequence cible du genome cellulaire, qui 
sont incluses dans I'acide nucleique d"mter§t, sont avantageusement 

10 localisees a proximite de la sequence marqueur de selection egalement 
incluse dans I'acide nucleique d'inter§t. 

De maniere tout a fait preferee, I'acide nucleique d'inter§t 
comprend, selon ce quatrieme mode de realisation, de 1 a 10 bases 
substitutes, distinctes des bases correspondantes de I'ADN cible vise. 

15 Ce quatrieme mode de realisation prefere est applique notamment 

pour corriger ou au contraire introduire des mutations specifiques, de 
maniere ciblee, dans des localisations predetermintes du genome 
cellulaire, par exemple dans des precedes d'obtention d'animaux 
transgeniques de type « knock-in ». 

20 Preferentiellement, I'acide nucleique d'interet inclus dans le 

vecteur d'ADN comprend de plus une stquence nucleotidique a fonction 
de promoteur, fonctionnelle dans la cellule h6te procaryote ou eucaryote 
choisie, sous le contrdle de laquelle est place le cadre de lecture ouvert 
ou la sequence codant I'ARN antisens. Le type de promoteur sera choisi 

25 parmi les promoteurs connus, en fonction du type de cellules hdtes 
choisies, procaryotes ou eucaryotes. 

A titre d'exemples, les promoteurs bacteriens pourront etre les 
promoteurs Lad, LacZ, les promoteurs de I'ARN polymerase du 
bacteriophage T3 ou T7, les promoteurs PR, ou PL du phage lambda. 

30 Les promoteurs pour cellules eucaryotes comprend ront le 

promoteur de la thymidine kinase du virus HSV ou encore le promoteur 
de la metallothioneine-L de souris. 

De maniere generate, pour le choix d'un promoteur adapte, 
I'homme du metier pourra avantageusement se referer a I'ouvrage de 
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Sambrook et al. (1989) ou encore aux techniques d6crites par Fuller et 
al. (1996). 

Selon encore un autre mode de r6alisation pr6f6r6 de I'invention, 
le vecteur d'ADN comprenant I'acide nucleique d'int6ret qui est utilise 
5 pour transfecter les cellules eucaryotes ou procaryotes, comprend une 
sequence nucleotidique marqueur, notamment un g6ne marqueur, par 
exemple une sequence nucleotidique codant une proteine marqueur, 
ladite sequence nucleotidique etant localisee, dans ledit vecteur, en 
dehors de la sequence nucleotidique de I'acide nucleique d'interet. Ce 

10 gene marqueur permet aisement la realisation de retape d) de selection 
du precede selon I'invention. Selon ce mode de realisation pr6fere de 
('invention, I'expression de la proteine marqueur codee par la sequence 
nucleotidique localisee en dehors de la sequence de I'acide nucleique 
d'interet permet de s6lectionner les cellules hotes procaryotes ou 

15 eucaryotes qui ont 6te efficacement transferees par ledit vecteur d'ADN, 
par exemple un plasmide ou tout autre vecteur d'ADN, mais pour 
lesquels I'ev6nement de recombinaison homologue n'a pas eu lieu avec 
elimination des sequences nucieotidiques du vecteur, autres que celle de 
I'acide nucleique d'interet, par exemple avec elimination des sequences 

20 du vecteur autres que celles de I'acide nucleique d'interet a inserer. 

L'introduction du vecteur d'ADN comprenant I'acide nucleique 

d'interet selon I'invention dans une cellule est realis6e in vitro, selon les 

techniques bien connues de I'homme du metier pour transformer ou 

transfecter des cellules, soit en culture primaire, soit sous la forme de 

25 lignees cellulaires. 

Pour introduire les vecteurs dans une cellule hote, I'homme du 
metier pourra avantageusement se r6ferer £ differentes techniques, 
comme la technique de precipitation au phosphate de calcium (Graham 
et al., 1973; Chen et al., 1987), le DEAE Dextran (Gopal, 1985), 
30 I'electroporation (Tur-Kaspa, 1896), la microinjection directe (Harland et 
al., 1985), ou encore les liposomes charges en ADN (Nicolau et al., 
1982, Fraley etal., 1979). 

Le precede selon I'invention trouve une application pr6fer6e pour 
I'insertion ciblee de I'acide nucleique d'interet dans une cellule 
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bacterienne ou dans une cellule de mammifere, humaine ou non- 
humaine. 

Lorsque le proced£ selon I'invention est mis en oeuvre pour 
I'insertion ciblee d'un acide nucl6ique d'interet dans le genome d'une 
5 cellule de mammifere, en particulier dans une localisation pr6d£termin6e 
du genome d'une cellule humaine, il s'integre en tant qu'etape 
particuliere de realisation d'un proc£d£ de th£rapie g§nique des cellules 
somatiques. 

La therapie genique consiste a corriger une d6ficience ou une 

10 anomalie (mutation, expression aberrante, etc) ou £ assurer I'expression 
d'une proteine d'interet th6rapeutique par introduction d'une information 
genetique dans la cellule ou I'organe affecte. Cette information g6n6tique 
peut etre introduite soit ex vivo dans une cellule extraite de Torgane, la 
cellule modifiee etant alors r§introduite dans Torganisme, soit 

15 directement in vivo dans le tissu approprie. Dans ce second cas, 
differentes techniques existent, parmi lesquelles des techniques diverses 
de transfection impliquant des complexes d'ADN et de DEAE-dextran 
(Pagano et al., 1967), d'ADN et de proteines nucleaires (Kaneda et al, 
1989), d'ADN et de lipides (Feigner et al, 1987), I'emploi de liposomes 

20 (Fraley et al., 1980), etc. Plus recemment, Temploi de virus comme 
vecteurs pour le transfert de genes est apparu comme une alternative 
prometteuse & ces techniques physiques de transfection. A cet 6gard, 
differents virus ont ete testes pour leur capacity S infecter certaines 
populations cellulaires. En particulier, les retrovirus (RSV, HMS, MMS, 

25 etc), le virus HSV, les virus ad6no-associ6s, et les adenovirus. 

Selon encore un autre aspect pr6f§re, les cellules transferees a 
I'etape b) du procede de invention consistent en des cellules 
bacteriennes, telles que £. coli. 

Selon un autre aspect pr6fer6, les cellules transfectees a l'§tape 

30 b) du proced6 de I'invention consistent en des cellules de mammiferes 
non humains, telles que des cellules de souris ou de lapins, y compris les 
cellules souches embryonnaires de la lign£e ES, ou encore des cellules 
de rats, de cobayes, de chiens ou de singes. 
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Selon un dernier aspect pr6f6r6 de I'invention, les cellules 
transferees & Tetape b) du proced6 consistent en des cellules 
humaines, comme par exemple des cellules epitheliales, des cellules 
musculaires, des monocytes/macrophages ou encore des lymphocytes. 

5 

La presente invention est en outre illustr6e, sans pour autant etre 
limitee, a la figure unique et aux exemples suivants. 

La figure 1 illustre le schema experimental d'insertion d'un acide 
nucleique d'interet contenant le gene LacZ interrompu par un gene 
10 marqueur de resistance a la kanamycvine dans le g6nome d*une cellule 
de Escherichia co//. 

La figure 2 illustre le schema experimental de construction d'un 
vecteur d'ADN pour I'insertion ciblee d'un acide nucleique d'interet dans 
des cellules humaines, le vecteur pGT-Rev1 . Dans le vecteur pGT-Rev1 , 
15 Tacide nucleique d'interet est I'acide nucleique Rev1 codant pour une 
polymerase humaine, dont la sequence est interrompue par un gene 
marqueur, ici le gene de resistance & la Z6ocine ou le g6ne de resistance 
a la Blasticidine. 

La Figure 3 illustre le schema de transfection in vitro de cellules 
20 humaines avec le vecteur pGT-Rev1, en vue d'inserer dans le 
chromosome une copie non fonctionnelle du g6ne Rev1 , interrompue par 
le gene marqueur. 

EXEMPLES 

25 

EXEMPLE 1 : Construction du vecteur pCUL-lacZ ::kan 

Le plasmide pCUL-LacZ ::kan a ete construit a partir d'un derive 
du vecteur bien connu pUC8 (decrit par YANNISCH-PERRON et 
al.,1985) dans lequel Torigine de replication ainsi que le gene LacZ' ont 

30 ete retournes (vecteur pCUL-, cf Schumacher et al. 1998). Le gene LacZ 
a ete obtenu par traitement d'un derive du plasmide pBR329 contenant le 
gene LacZ a I'aide des endonucieases de restriction EcoRI « fill-in » et 
Fspl . Le fragment de 3000 bp ainsi obtenu a ensuite 6te clone dans les 
sites Sapl (filled in) in Fspl du vecteur pCUL-. Le plasmide resultant 

35 (pCUL-LacZ) contient I'origine de replication ColEI, le marqueur de 
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resistance £ Tampicilline ainsi que le gene lacZ en entier. Le gene de 
resistance a la Kanamycine, clon6 par PCR £ partir du vecteur pUC4k 
(Pharmacia) a ete ensuite insert au site EcoRV du plasmide pCUL-LacZ 
pour donner naissance au plasmide pCUL-LacZ ::kan utilise dans la suite 
5 des experiences. 

EXEMPLE 2 : Insertion ciblee. par recombinaison homoloque. d'un 
acide nucleique d'interet dans un genome cellulaire procarvote 

10 A. Materiel et Methodes. 

A.1 Traitement du vecteur par le N-AcO-AAF. 

Melange reactionnel : 

. ADN plasmidique : concentration finale de 0,5pg/pl dans du tampon 
15 citrate 2 x1(T 3 M. pH7. 

. N-AcO-AAF : concentration finale de 400pg/ml dans de I'dthanol. 

On ajoute 60 pg d'ADN dans 114 pi de tampon citrate 2 x 10" 3 M 
pH7, additionnee de 3 pi d'6thanol a 100% ; 
On prechauffe la solution & 37°C ; 
20 puis on ajoute 3 pi de N-AcO-AAF (400 pg/ml) marqu6 au tritium 

( 3 H). 

Temps de reaction : 4, 8, 20 minutes. 

On pr6leve 40 pi aux differents temps choisis. On arrete la 
reaction par une 6tape de precipitation de TADN avec 3 volumes 
25 d'ethanol/acetate de sodium ^ 0,16 M suivi de trois autres etapes de 
precipitation dans les memes conditions. 

On determine le pourcentage de bases modifiees en mesurant le 
nombre de moles de plasmide par spectrophotometrie UV et le nombre 
de moles d'AAF fix6, par comptage de la radioactivite p. 
30 Le r6sultat est exprime en pourcentage de bases modifte. Le 

temps de reaction est adapte en fonction de la taille du plasmide et du 
pourcentage de bases modifi6 souhaite. 

A.2. Realisation de la transfection des cellules de E.coli 
Les cellules de E.coli sont transformees selon le proced6 
35 conventionnel d'electroporation en utilisant les conditions preconis6es 
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par les constructeurs des appareils pr6vu pour cet effet (Gene Pulser de 
Biorad par exemple). 

A.3. Selection des clones cellulaires recombinants 
Dans I'exemple, les clones transformants sont selectionn6s sur 
5 milieu LB-agar contenant de la Kanamycine (20pg/ml) et Tabsence 
d'activite p-galactosidase (se traduisant par des colonies blanches au 
lieu de bleues), phenotype caracteristique d'un 6venement de 
recombinaison non r6ciproque est visualise gr§ce d la presence de X-gal 
(5-bromo-4-chloro-3-indolyl-p-D-galactopyranoside) et d'IPTG (isopropyl- 
10 p-D-thiogalactopyranoside) dans les boTtes. 
B. RESULTATS 

Les resultats sont repr6sentes dans le tableau 1 ci-apres. 



TABLEAU 1 



Nombre de lesions par plasmide 


Frequence de recombinaison : 




colonies blanches/colonies totales 


OAAF 


<0.0096 a 




10426/0 b 


10AA2F 


0.056 




17819/10 


20AAF 


0.17 




9692/17 


33AAF 


0.32 




2301975 


43AAF 


1.41 




I 16554/237 


67AAF 


6.07 




1934/125 



15 3 frequence de recombinaison homologue 

b nombre total de colonies/nombre de colonies recombin6es. 

Les resultats pr6sent6s dans le Tableau 1 ci-dessus montrent 
clairement que la frequence de recombinaison homologue ciblee 
augmente en fonction du nombre de lesions produites par la modification 

20 chimique du plasmide (tableau 1). Ainsi, dans une souche sauvage pour 
les systemes de recombinaison, alors que les 6v6nements spontan6s de 
recombinaison homologue represented moins de 0,03% des 
tenements de transformation, la presence de 67 lesions AAF sur ce 
plasmide conduit 6 Tobtention de plus de 6% de molecules 
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recombinantes cibtees, soit une augmentation de plus de 1700 fois de la 
frequence de recombinaison. 

De plus, on a mis en evidence qu'avec le procede de Invention, le 
mecanisme conduisant au ciblage du gene est un mecanisme de 
5 recombinaison homologue non r6ciproque au cours duquel la molecule 
plasmidique est perdue. Ceci permet de r§aliser un ciblage de gene tres 
efficace en une seule 6tape. Chez E. co//, ce procede a 6t6 utilis6 pour 
construire plus de dix souches dans lesquelles diff6rents genes ont et§ 
interrompus. 

10 Ainsi, par exemple, ont 6t6 construites des souches dans 

lesquelles certains genes impliques dans la recombinaison (recF, recG, 
dinG), ont 6te interrompus par des g6nes codant pour la resistance a des 
antibiotiques comme la tetracycline ou le chloramphenicol. Ce ciblage de 
gene a et6 r6alise dans differents fonds gen6tiques comme par exemple 

15 dans des souches dont le systeme de reparation par excision (uvrABC 
dependant) etait inactive. 

EXEMPLE 2 : Insertion ciblee. par recombinaison homologue. d'un 
acide nucleioue d'interet dans un genome cellulaire eucarvote 
20 humain 

A . Construction du vecteur pGT-Rev1 

On a construit le vecteur pGT-Rev1 destine a etre utilise dans le 
proc6d6 selon Tinvention, en vue d'inserer une copie non fonctionnelle 

25 du gene Rev1 dans le g6nome d'une cellule humaine, en remplacement 
de la copie du gene Rev1 natif. 

Le vecteur pGT-Rev1 comprend une origine de r6plication 
fonctionnelle chez E. coli, ici I'origine ColE1, ce qui permet, apres 
transfection de cellules de E. coli avec ce vecteur, Tobtention de 

30 quantites suffisantes du vecteur pour transfecter ensuite les cellules 
humaines cibles, en vue d'inserer le g6ne Rev1 interrompu par le g6ne 
marqueur, a la place du g6ne Rev1 natif. Pour verifier le succes de la 
transfection chez E . coli, le vecteur PGT-Rev1 comprend un gene 
marqueur de selection qui est fonctionnel chez les bacteries, le gene de 

35 resistance a Tampicilline. 
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Le vecteur pGT-Rev1 comprend une origine de replication 
fonctionnelle dans le cellules humaines, ici I'origine de replication oriP du 
virus d'Epstein-Barr, qui permet au vecteur de se r6pliquer un nombre 
limite de fois dans les cellules humaines. Pour verifier le succes de la 
5 transfection dans les cellules humaines, le vecteur PGT-REV1 comprend 
un gene marqueur de transfection qui est fonctionnel chez Thomme, le 
gene eGFP codant la « Green Fluorescent Protein ». 

Les differentes etapes du protocole de construction du vecteur 
pGT est decrit sur le schema de la figure 2. II apparaftra clairement £ 
10 Thomme du metier que I'acide nucl6ique d'interet est insert dans le 
vecteur pGT decrit dans la figure 2, pour obtenir le vecteur d'ADN utilise 
dans le procede selon I'invention. Notamment, la figure 3 illustre le 
vecteur PGT-Rev1 t qui est le vecteur pGT dans lequel on a insert, en 
tant qu'acide nucleique d'interet, le g6ne humain Rev1 dont la sequence 
1 5 nucleotidique a ete interrompue par un g£ne marqueur. 

Comme illustr6 sur la Figure 2, pour r6aliser le vecteur pGT, on a 
utilise les oligonucleotides suivants : 

a) Etape 1 : 

oligo 1 : GGTACAACTTGCCAACTGGG (SEQ ID N°1) ; 
20 oligo 2 : TTGTCACGTCACTCAGCTCC (SEQ ID N°2) ; 

b) Etape 2 : 

GCCGGCCACGTGATTTAAATACGT (SEQ ID N°3) ; 

25 c) Etape 3 : 

oligo 1 : CTTTCCTGCGTTATCCCCTG (SEQ ID N°4) ; 
oligo 2 : TCGCCCTTTGACGTTGGAGT (SEQ ID N°5) ; 

d) Etape 4 : 

30 oligo 1 : AG C ACTTCC ACCTG ATCTCC (SEQ ID N°6) ; 

oligo 2 : GCTCCTGTGTTCTTCATGCTTGG (SEQ ID N°7) ; 



35 



e) Etape 5 : 



oligo 1 : GCTGGCCTTTTGCTCACATG (SEQ ID N°8) ; 
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oligo 2 : AAAGGGGGATGTGCTGCAAG (SEQ ID N°9). 

En utilisant le principe d6veloppe chez E. co//\ on a adapte I'outil 
decrit dans les exemples precedents, pour la transfection des cellules 
5 humaines en culture. 

Pour cela on a d6velopp6 un vecteur dont les caracteristiques sont 
les suivantes : i) il est capable de se r6pliquer dans la bact6rie de telle 
sorte que Ton puisse produire suffisamment de plasmide pour le modifier 
chimiquement ; ii) il est egalement capable de se r6pliquer dans les 
10 cellules humaines afin de g6n6rer des extremites recombinogenes par 
blocage de la replication au niveau des lesions. Par consequent, I'ossature 
de ce vecteur contient les elements suivants : 

- Origine de replication fonctionnant chez E. coli (ColE1, grand 
nombre de copies). 

15 - Marqueur de selection bacterien : resistance & Tampicilline 

- Origine de replication du virus Epstein-Barr (oriP) lui 
permettant de se repliquer un nombre limite de fois dans des 
cellules humaines. 

- Marqueur de transfection: Green Fluorescent Protein (eGFP). 

20 

B. Ciblage du gene REV1 humain 

Le produit du gene REV1 fait partie d'une nouvelle classe de 
polymerases specialisees (dont font partie egalement les ADN 

25 polymerases eta (Polri), iota (Poll) et kappa (PoIk)) qui ont pour 
caracteristique la structure particuliere de leur site actif leur permettant de 
tolerer et de r6pliquer I'ADN contenant des lesions ou des distorsions. II a 
ete montre recemment dans notre laboratoire, que la proteine cod6e par 
le gene REV1 et I'ADN polymerase eta interagissent et la region de cette 

30 interaction sur la proteine Rev1 a 6te mappee. Polri joue un role 
primordial dans la cellule car elle est capable de franchir tres 
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efficacement et sans erreur un dimere de pyrimidine T-T de type 
cyclobutane (lesion majoritairement form6e aprSs irradiation des cellules 
aux rayonnements ultraviolets). Uabsence de cette polymerase est a 
Torigine de la maladie Xeroderma pigmentosum variant (XPV) et entraine 
5 Thypermutabilite des cellules apres irradiation aux UV et I'apparition de 
cancers cutanes 

Si Interaction entre Rev1 et Polri est av£ree, son role physiologique 
reste inconnu et poss6der un mutant de Rev1 n'interagissant plus avec 
PoIt] permettrait bien evidemment de comprendre I'importance de cette 
10 interaction. 

Le demandeur a cibl§ le site d'interaction porte par Rev1, en utilisant ta 
strategie suivante : 

a) Amplification par PCR du fragment chromosomique contenant 
I'exon 23 du gene REV1 9 issu soit de cellules 1BR (fibroblastes 

15 primaires) soit de cellules HeLa (cellules humaines transform6es) ; 

sequengage du produit PCR et clonage dans les plasmides « ad 
hoc » de fagon a disposer des deux alleles sur plasmide; 

b) Interruption de I'exon 23 de chaque allele clone par un gene 
codant pour la resistance a un antibiotique (blasticidine ou z£ocine) ; 

20 c) Modification des plasmides ainsi obtenus par le N-Aco-AAF ; et 

d) Transfection dans les cellules humaines (1 Br ou Hela) en culture 
et selection pour la resistance a Tantibiotique de choix. 

RESULTATS 

25 Une serie d'experiences a 6t6 realis6e : les plasmides contenant le 

fragment du g6ne REV1 issu de fibroblastes primaires (1BR) ont §t6 
produits en quantite, et traites avec le N-Aco-AAF. Les plasmides traites 
ont ensuite ete utilises pour transferer des cellules de fibroblastes 
humains en culture primaire. 

30 Uanalyse de la fluorescence induite par la GFP montre que de 

nombreuses cellules ont 6t6 transfectees. 
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L'application de la selection par les antibiotiques a permit d'obtenir 
des clones recombinants. 
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REVINDICATIONS 

1 . Utilisation d'un agent mutagene bloquant la replication de I'ADN 
dans la cellule pour insurer in vitro un acide nucleique d'interet au sein 

5 d'une sequence nucleotidique pr§d6termin6e pr6sente dans un 
chromosome contenu dans une cellule procaryote ou eucaryote, ledit 
acide nucleique d'interet etant, prealablement a son insertion, inclus 
dans un vecteur d'ADN qui se replique dans ladite cellule h6te 
procaryote ou eucaryote. 

10 2. Utilisation selon la revendication 1, caracterisee en ce que 

I'agent mutagene est choisi parmi le N-acetoxy-2-acetylaminofluorene 
(N-AcO-AAF), un agent alkylant, le benzo(a) pyrene-diol-epoxyde 
(BPDE) ou encore un rayonnement UV. 

3. Utilisation selon la revendication 2, caract6ris6e en ce que 
15 I'agent mutagene est le N-acetoxy-2-acetylaminofluorene (N-AcO-AAF). 

4. Precede pour inserer in vitro un acide nucleique d'inter§t inclus 
initialement dans un vecteur d'ADN, au sein d'une sequence 
nucleotidique predetermine presente dans un chromosome contenu 
dans une cellule procaryote ou eucaryote, caracterise en ce qu'il 

20 comprend les etapes de : 

a) mettre en contact le vecteur d'ADN comprenant I'acide nucleique 
d'interet, et qui se replique dans ladite cellule procaryote ou 
eucaryote, avec un agent mutagene bloquant la replication de I'ADN 
dans la cellule ; 

25 b) transfecter des cellules procaryotes ou eucaryotes avec le vecteur 
d'ADN tel qu'obtenu a la fin de I'etape a) ; 

c) s6lectionner les cellules procaryotes ou eucaryotes pour lesquelles 
I'acide nucleique d'interet a ete integre dans la sequence 
nucleotidique pred6terminee. 

30 5. Precede selon la revendication 4, caracterise en ce qu'il 

comprend en outre I'etape suivante : 

d) selectionner parmi les cellules procaryotes ou eucaryotes 
selectionnees a I'etape c), les cellules dans lesquelles les sequences 
du vecteur d'ADN, autres que celle de I'acide nucleique d'interet, ont 

35 ete eliminees. 
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6. Proc6de selon la revendication 4, caract6ris6 en ce que I'agent 
mutagene est choisi parmi le N-acetoxy-2-acetylaminofluorene (N-AcO- 
AAF), un agent alkylant, le benzo(a) pyrene-diol-epoxyde (BPDE) ou 
encore un rayonnement UV. 
5 7. Proc6de selon la revendication 5, caracteris6 en ce que I'agent 

mutagene est le N-acetoxy-2-acetylaminofluor6ne (N-AcO-AAF). 

8. Procede selon la revendication 7, caracterise en ce qu'a I'etape 
a), le N-AcO-AAF est mis en contact avec le vecteur d'ADN comprenant 
I'acide nucleique d'interet, a une concentration adaptee a la fixation d'au 

10 moins 1 0 molecules de N-AcO-AAF par molecule du polynucleotide. 

9. Proced6 selon la revendication 8, caract§ris6 en ce que la 
concentration de N-AcO-AAF est adaptee a la fixation d'au moins 50 
molecules de N-AcO-AAF par molecule du polynucleotide. 

10. Procede selon Tune des revendications 4 a 9, caracterise en 
15 ce que I'acide nucleique d'inten§t a inserer dans le genome de la cellule 

procaryote ou eucaryote, qui est inclus initialement dans ledit vecteur 
d'ADN, comprend respectivement, a son extremite 5' et a son extremite 
3', des sequences ayant un haut degre d'identite avec les sequences 
correspondantes localisees aux extremites 5' et 3' de I'ADN cible 
20 contenu dans le chromosome. 

11. Procede selon la revendication 10, caracterise en ce que les 
sequences localises respectivement a I'extremite 5' et a I'extremite 3' 
de I'acide nucleique d'interet sont identiques aux extremites 
respectivement 5' et 3' de I'ADN cible contenu dans le chromosome. 

25 12. Proc6de selon I'une des revendications 4 a 11, caract6rise en 

ce que I'acide nucleique d'inter§t inclus dans ledit vecteur d'ADN 
comprend une sequence nuc!6otidique marqueurde selection. 

13. Procede selon I'une des revendications 4 a 12, caracterise en 
ce que I'acide nucleique d'interet comprend un cadre de lecture ouvert 

30 codant une proteine d'inter§t therapeutique. 

14. Procede selon I'une des revendications 4 a 12, caract6rise en 
ce que I'acide nucleique d'int6r§t comprend un cadre de lecture ouvert 
interrompu par une sequence nucleotidique heterologue. 

15. Procede selon I'une des revendications 4 a 13, caracterise en 
35 ce que I'acide nucleique d'inter§t code pour un ARN antisens. 
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16. Procede selon Tune des revendications 13 a 15, caracterise en 
ce que I'acide nucleique d'interet comprend de plus une sequence 
nucleotidique a fonction de promoteur, fonctionnelle dans la cellule hote 
procaryote ou eucaryote choisie, sous le controle de laquelle est place le 

5 cadre de lecture ouvert ou la sequence codant TARN incluse dans ledit 
acide nucleique d'interet. 

17. Procede selon Tune des revendications 4 a 16, caracterise en 
ce que le polynucleotide comprenant I'acide nucl6ique d'interet 
comprend une sequence nucleotidique marqueur localis6e, dans ledit 

10 polynucleotide, en dehors de la sequence nucl6otidique de I'acide 
nucleique d'interet. 

18. Procede selon Tune des revendications 4 a 17, caracterise en 
ce que le vecteur d'ADN est un plasmide bacterien. 

19. Procede selon Tune des revendications 4^18, caracterise en 
15 ce que le vecteur d'ADN est un plasmide fonctionnel dans des cellules 

bacteriennes. 

20. Proced6 selon I'une des revendications 4 £ 18, caracterise en 
ce que le vecteur d'ADN est un plasmide fonctionnel dans des cellules 
humaines. 

20 21. Proc6de selon I'une des revendications 4 & 20, caracterise en 

ce que le vecteur d'ADN est un ADN lineaire double brin. 

22. Procede selon I'une des revendications 4 a 21 caracterise en 
ce que les cellules transferees a l'6tape b) consistent en des cellules 
bacteriennes. 

25 23. Proced6 selon I'une des revendications 4 a 21, caracterise en 

ce que les cellules transfect6es a I'etape b) consistent en des cellules de 
mammifere non humain. 

24. Procede selon I'une des revendications 4 a 21, caracterise en 
ce que les cellules transferees a I'etape b) consistent en des cellules 

30 humaines. 
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Plasmide contenant le gene cible interrompu: 
pCUL-LacZ::kan 




I Modification chimique 
1 (N-Aco-AAF) : m 




Transformation/Replication du plasmide Transformation/Recombination homoiogue: 

plasm Id -> chromosome 



Chromosome Chromosome 




Colonies bleues Colonies blanches 



FIGURE 1 
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h Revl: interruption de l'exon 23 
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Recombinaison homologue induite par l'AAF 
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Transfection dans des cellules humaines (fibroblastes ou HeLa) 
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Modification chimique avec le N-Aco-AAF 
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Z^ocine ou Blasticidine 
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FIGURE 3 
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<160> 9 
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<210> 1 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : amorce 
<400> 1 

ggtacaactt gccaactggg 20 

<210> 2 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> S6quence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : amorce 



<210> 3 
<211> 24 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : amorce 
<400> 3 

gccggccacg tgatttaaat acgt 24 



<210> 4 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 



<400> 2 

ttgtcacgtc actcagctcc 



20 
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<400> 4 

ctttcctgcg ttatcccctg 



20 



<210> 5 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : amorce 
<400> 5 

tcgccctttg acgttggagt 20 

<210> 6 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : amorce 



<210> 7 
<211> 23 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : amorce 
<400> 7 

gctcctgtgt tcttcatgct tgg 23 

<210> 8 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : amorce 



<400> 6 

agcacttcca cctgatctcc 



20 



<400> 8 

gctggccttt tgctcacatg 



20 



<210> 9 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 



<220> 
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<223> Description de la sequence artif icielle : amorce 



<400> 9 

aaagggggat gtgctgcaag 



20 



